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論 文 内 容 要 旨
序 論
動物が生命を維持す るには、消化管か ら吸収す る栄養素 とともに、肺か ら取
り込 む酸 素が必 須 であ る。 酸素 を得 るた めに成人 は1日 に10-15㎡もの大
気を呼吸 している。 したが って、健康を維持するためには大気を清浄に保っこ
とが重要 となる。 しか し、大気中には多種類の毒性物質が含まれている。
オ ゾン(03)は光化学オキシダン トの主成分である。わが国の都市部の0、濃
度 は環境基準値の0.06ppmを越えその倍・の濃度に達す る時 もあ り、0、は大気汚
染物質の中で最 も健康への影響が懸念 され るものの一つであ る。1970年代に、
03による肺傷害の発症過程 とその機構の一部が明 らかにされ た。 しか し、03
が 他の 大気 汚染物 質 の影響 発現 を.修飾す る可 能性 、 ある いは、0、への抵
抗性を減少 させ る個体側の因子の検討に関する研究は、その重要性 にもかかわ
らず少ない。
シ トクロムP-450を中心 と した異物代謝系 は、低分子の脂溶性化学物質 を
代謝 しその毒性を減 じたり、 また、逆 に・毒性を活性 化 したりもす る酵素系であ
る。異物代謝系は肝臓での活性が高いが、肺に も存在 し、大気中に含まれ る多
環芳香族炭化水素などの解毒および毒性の活性化に重要な役割をはた している。
さらに、異物代謝系は ミクロソーム画分に存在する膜酵素であるため、強 い酸
化作用を有する03の影響を受け易いと考え られ る。 しか し、0、が肺の異物代
謝系に及ぼす影響を調べ た研究は殆 どない。
毒性影響を修飾す る個体側の因子 としては栄養条件が考え られる。低栄養動
物 は環境変化への適応能力が劣 り、毒物に対す る抵抗性 も低い ことが知 られて
いる。ビタ ミンA(V。A)は、上皮性細胞の正常な分裂 と分化 に必要であ ること、
さらに、03暴露の影響は気道上皮 に強 く現れ ることが明 らか となってい る。 し
たが って、V.A欠乏動物は、O、1暴露による肺傷害を強 く受け る可能性があ る。
以上の観点か ら、O、暴露が他の大気汚染物質の影響を修飾す る可能性、およ
び、03に対す る抵抗性 を低める個体側の因子を明 らかにすることを目的 とし、
正常あるいはV.A欠乏 ラッ トに及ぼす0、暴露の影響、特 に異物代謝系に及ぼ
す影響 とその機構 に関す る検討を行 った。
第一章 肺の異物代謝系に及ぼす オゾン暴露の影響
成 熟雄 ラ ッ トを ガ ス暴露 用 チ ャンバ ー(図1)に 入 れ 、0.05ppmから0.8ppmまで
のO、を1日 か ら9か 月 間暴露 後 、03が 肺 の異 物代 謝 系の 酵 素成分 お よ び異物
代 謝 活 性 に及 ぼ す 影 響 を検 討 した。 異 物 代 謝 系 成 分 の 中で シ トク ロムP-450
(P-450)が最 も著 しい変 化 を示 した。P-450は0.8ppmの0、暴露1日 目 に減 少傾 向
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を示す が、4日 目か ら増加 に転 じ、暴 露7日 目に は対 無値の 約2倍 に増 加 した
(表1)。NADPH一シ トクロムP-450還元酵 素(P-450red)活性 も暴 露7日 目 に約1.4
倍 と有意 に増加 した。 しか し、NADH一シ トク ロムb5還元 酵素活性 に有 意 な変化 は
認 め られ なか った。P-450の増加 は一過性 で は な く、暴露 を続 け る限 り暴 露濃 度
に依存 した増 加 を示 した。 す なわ ち、0.1およ び0.2ppmO3の4週間暴露 でP-450
は対 照値 の約1.8および約2.3倍に増 加 し(表2)、さ らに低濃度 の03(0.05ppm)
の9か 月 間暴露 によ って も有意 に増 加 した(表3)。P-450は異 物 代 謝 系 の 律
速酵 素で あ り、P-450の増 加 は異 物 代 謝 活 性 の 増加 を 示唆 して い る。 肺 で 測
定 可能 な 活性 と してBenzphetamineN-demethylase(BPHDM)、Benzo(a)pyrene
hydroxylase(BPHY)、7-EthoxycoumarinO-deethylase(ECDE)およ びCoumarln
hydroxy1ase(COHY)を選 び、 これ ら4種 類 の異 物代謝 活性 に及 ぼす03の 影響 を
検 討 した。0.1および0.2ppmO3の4週間暴 露 によ り4種 類 の活 性 はそれ ぞれ 異
な った影響 を受 け た(表4)。 す な わ ち、BPHDM活性 が対照 値の 約2倍 を示 しP-
450の増 加 に匹敵 した。 しか し、COHY活性 は有 意 な影 響 を受 け なか った。 また、
BPHYおよ びBCDE活性 は、 対照値 の 約1.5倍に増加 しBPHDM活性 とCOHY活性 の 中間
の変 化 を示 した。
肺 のP-450は03暴露 に対 し鋭敏 に反応 し、P-450の増 加 は03暴 露影 響 の指標
とな る可 能性 が示 唆 され た。異 物 代謝 活性 は0、暴 露 に よ り増加 す る こ と、さ ら
に、活 性 測定 に用 い る基 質 によ って影 響の 程度が 異 な るこ とが 示 され た。 この
こ と は 、 ラ ッ ト肺 に 基 質 特 異 性 の 異 な る数 種 類 のP-450イソ酵素 分子 が存
在 す る こ とを示 唆 して い る。
第 二章 肺 の シ トク ロムP-450イソ酵素 の検 索 と シ トクロムP-450イソ酵素 に及
ぼす オ ゾ ン暴露 の影 響
ラ ッ ト肺 か ら精製 され て い るP-450として は3-Methylcholanthrene投与 に
よ り誘導 され るP-450MCが知 られ て い る。 しか し、 未処理 の ラ ッ ト肺 のP-450イ
ソ酵 素分 子種 に 関す る知 見 は少 な い。第二章 で は、肝 臓 の主要 なP-450に対 す る
抗体 を作 製 し、 それ ら抗 体 と肺P-450との反応 性 な どを 利用 して肺P-450の性 質
を明 らか に し、 さ らに、03暴 露 が肺 のP-450イソ酵 素 に及 ぼす 影響 を 検討 した。
Phenobarbital投与 ラ ッ ト、3-Methylcholanthrene投与 ラ ッ ト、 お よび未
処理 の ラ ッ トか ら各 々主 要 なP-450であ る、P-450b、P-450c、お よび、P-450hを
精 製 し抗体 を作 製 した。 これ らの 抗体 に対 す る、上記 薬剤 を投 与 した 、 あ るい
は、未 処理 の ラ ッ ト肺 か ら調製 した ミクロ ソームの 反応性 をOuchterlony二重 拡
散 法 を用 いて 調べ た(図2)。 抗P-450b抗体 はす べて の肺 ミク ロソー ム と反応 し、
その沈 降線 は肝 臓 か ら精 製 したP-450bに対 す る沈 降線 とフ ユー ズ した。 抗P-
450c抗体 は3-Methylcholanthrene投与 ラ ッ トの肺 か ら調製 した ミクロ ソー ムと
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反応 し、 その沈 降線 は肝臓 か ら精 製 したP-450cに対 す る沈降線 とフユー ズ した。
抗P-450h抗体 はいず れの 肺 ミクロ ソーム と も反応 しなか った。 これ らの結果 か
ら肝臓 でP-450bは、Phenobarblta1投与 によ って誘導 され る誘 導酵素(inducible
enzyme)であ るが 、肺 で は常在性 の構 成酵 素(constitutiveenzyme)であ る こと
が示 され たQ
対照 お よ び0.2ppmO3を2週聞暴 露 した ラ ッ トの肺 ミク ロ ソ ー ム に対 す る
3種の抗P-450抗体 の反 応性 をOuchterlony二重拡 散法 を用 い て検 討 した。 いず
れ の ラ ッ トの肺 ミクロ ソーム も抗P-450b抗体 と反応 し、他 の2種 の 抗体 とは反
応 しな か った。P-450cは高 いBPHY活性 を有す るこ とが知 られて い る。 しか し、
この 結果 は、03暴露 に よ る肺 ミク ロソー ムのBPHY活性 の増加 はP-450cの誘導 に
よる もの で はな い こ とを 示 して い る。
対 照お よ び0.2ppmO3を2週間 暴 露 した ラ ッ トの 肺 ミク ロ ソー ム を 界 面 活
性剤 を用 いて 可溶 化 し、 陽 イオ ン交 換 セル ロース カ ラム ク白マ トグラ フ ィーを
用 いて肺P-450を部 分精 製 した。 対照 ラ ッ ト肺 のP-450は、2つ の画 分(P-450FI
とP-450FI1)に分離 され た(図3)。P-450FIとP-450Fllに含 まれ るP-450の量比
は36:64であ った(表5)。03暴 露 された ラ ッ トの肺 か らもP-450FIとP-450FII
の2つ の ピー クのみ 認 め られ た。03暴 露 ラ ッ トのP-450FIとP-450FUに含 まれ
るP-450量は対 照 ラ ッ トの各 々1.7倍と工.9倍に増 加 したがP-450F!とP-450FHの
量比 は対 照 ラ ッ トか ら得 られ た比 と変わ らなか った。両群 か ら得 られ たP-450F{
お よ びP-450FlIを各 々SDS電気泳動 法で 分離後 、イ ムノブ ロ ッテ ィ ング法 を用 い
て抗P-450抗体 に対す る反応性 を 検討 した。両 群 と もにP-450FIIにP-450bと分子
量が一 致 したバ ン ドが 抗P-450b抗体 と反応 した。P-450FlおよびP-450FIiから
界 面活 性剤 を 除 いた後 、肝 臓か ら精 製 したP-450red,Dilauroylphosphatydil-
cholineおよ びNADPHを用 いた再構 成系 でEC囲とCOHY活性 を測定 した。 この 再構
成 系でP-450FlはECDEおよびCOHY活性 を有 し、P-450FIIはP-450FIに比 べて 高 い
ECDE活性 を 有 した もの のCOHY活性 は有 さない こ とが 明 らか とな った(表6)。 さ
らに、抗P-450b抗体 はP-450FIIが触 媒 す るECDE活性 を ほぼ完全 に 阻害 した(図.
4)。また、O、 暴露 によ ってP-450FIおよびP-450FIIの単 位P-450当りの代謝 活
性 は影響 を受 けなか った。
以上 の事 実 よ り、03暴露 によ る肺P-450含量 の増加 は常在 性 のP-450イソ酵 素
の 増 加 に よ る こ と 、 ま た 、P-450bは肺 の 主 要 なP-450イソ酵 素 の1つ で あ
るこ とが 明 らか に され た。
第三章 肺 の 組 織 形 態 お よ び シ トク ロムP-450含有細胞の分布 に及ぼすオ
ゾン暴露の影響
03暴露 によ り肺 に常在 す るP-450イソ酵 素が増加 した ことか ら、03暴露 に よ
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るP-450の増加 は、 肺 の形態 変 化 と密 接 に関連 す る ことが推 定 され る。 また、第
二 章で、ラ ッ ト肺 に は抗P-450b抗体反 応性 のP-450が構 成 的に存 在す る ことを明
らか に した。 そ こで、03暴 露 によ るP-450の:増加 を組 織学 的 に理解 す る こ とを
目的 と して、0.4ppmO3を2週間 暴露:した ラ ッ ト肺 の、ヘ マ トキ シ リ ン ・エ オ ジ
ン染 色標 本、 また、 抗P-450b抗体 によ る酵 素 抗体染 色 標本 を用 い た肺 組 織 の光
学顕微 鏡 に よる観察 を行 った。 その顕 微鏡 写 真 を用 いて、細 気 管支上 皮 細胞 、
肺 胞道 領域 の肺胞 細胞 そ して末 梢領 域 の肺胞 細 胞 の各 々の全細 胞 数 に対 す る抗
P-450b抗体 陽性細 胞 数の割 合 を算 定 した。O、暴露 に よ る形態 変 化 は細 気 管支 か
ら肺胞 道 にい た る領域(bronchio-alveolarjunction)に強 く現 れ た。 その部 位
の主 な変化 は、 クラ ラ細胞(非線 毛 気 管支上 皮 細胞)の肥 大 と増性 、肺 胞 道上 皮
細胞 の肥 大 と増性 、細 気管 支周 囲の 結合 組織 およ び肺 胞 間質 の肥 厚、 マ クロ フ
ァー ジの増加 で あ った。 抗P-450b抗体 は クラ ラ細 胞 と強 く反応 した。 また、肺
胞 上皮 に も少 数の 弱 陽性 細 胞が 見 いだ され た。O,暴露 によ って クララ細胞 の 陽
性像 が一 段 と強 くな り、 さ らに、肺 胞道 上皮 に細胞 質が斑 点状 に染色 され る細
胞 が 出現 した。 この細胞 は対 照群 には見 いだ され な い細胞 であ った。O,、暴露 に
よ って抗P-450b抗体 陽性 細胞 率 は細 気管支 上 皮で1.2倍、肺胞 道 領域 の肺 胞細 胞
で は5.5倍と有意 に増 加 した(表7)。 しか し、末 梢 領域 の肺胞 細胞 で は有 意 な
変化 を示 さなか った。
これ らの結 果 は、O、暴 露 によ るP-450陽性 細胞 数の 増加が 、P-450含量増 大
の主 な原因 であ る こ とを 示 して い る。
第四章 正常あるいは ビタ ミンA欠 乏 ラッ トの肺の組織形態、異物代謝系、お
よび、チ ミジン取 り込み活性 に及ぼすオゾン暴露の影響
序 論 で も述 べ たよ うに、V.Aは上 皮細 胞 の分 裂 と分化 に関 与 して お り、V.A
欠乏 ラ ッ トは03暴 露 の影響 を 強 く受 け る可 能性 が あ る。そ こで、正 常(V.Asuf)
あ るい はV.A欠 乏(V.Adef)ラッ トの 肺組 織形 態、異物 代謝 系、 チ ミジ ン取 り
込 み活性 、お よ び、取 り込 み部位 に及 ぼす03暴 露影 響 を経時 的 に検討 した。
3週齢 の ラ ッ トをV.A欠 乏飼 料 で4週 間 飼育 す る とV.A欠 乏 の初 期状 態 に
な る こ とを確認 した。高 度 のV.A欠 乏 で は感染 症 の増加 な どV.A欠 乏 に よ る
不可逆 的影響が 顕著 とな る。 そ こで、暴 露終 了 日が 飼育 開始4週 目 とな るよ う
に、0.4ppmO3を6時間 か ら14日間暴 露 した。 暴露1日 目に細 気管 支 の線 毛細胞
の線毛 の脱 落お よ び クラ ラ細胞 の 気道 へ の突 出部(apicalcap)の消 失 が起 こ っ
た。 この変化 はV.Adef群で 顕著 で あ った。 暴露3日 目には上 皮細 胞 の傷害 は
修 復 され 、14日目に は クラ ラ細胞 のapicalcapの肥 大が認 め られ た。 暴露3日
目以 降 に両群 の 動物 が示 す傷 害修 復 像 に差 異 は認 め られ なか った。 抗P-450b抗
体 反応性 のP-450量お よ びBPHY活性 は2相 性 の変 化 を示 した。 す なわ ち、暴露6
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時 間 目に増加 傾 向を 示 し、1日 目に は対 照値 まで低 下 し、7日 目に増 加 に転 じ、
その増加 は14日目まで続 い た。V.Adef群の異物 代謝 系 の変 化 はV.Asuf群と
差 がな か った。
V.Asufおよ びV.Adef欠乏 動物 に0.4pp皿0、を1,2,3お よ び14日 間
暴露 し、 暴露 終 了直後 に トリチ ウム標識 チ ミジンを 投与 しチ ミジ ン取 り込 み活
性を 調べ た(図5)。V.Asufラ ッ トの取 り込み速 度 は暴露 三日目に清 浄空 気群
の4倍 に,2日 目には7倍 に達 し、3日 目 に再 び4倍 とな り、14日目に は清浄
空気群 の 値 まで低 下 した。V.Adefラヅ トの取 り込 み活性 の増 加 はV.Asufラ
ッ トに比 べて 有意 に低 く、暴露1,2お よび3日 目の 値 は清浄 空気群 の3倍 、4
倍 お よ び2倍 に と どま った。 ミクロオ ー トラ ジオ グラ フ ィーを行 い、 取 り込み
部 位 の検 討 と標識細 胞 の数 を カ ウ ン トした(表8)。V。Asufラッ トで は、標 識
率の最 も高 い部 位 は肺胞 道 の肺胞 細胞 で あ り、暴 露2日 目に清浄空 気 群の 約30
倍 に達 した。細 気 管支上 皮 細胞 の標識 率 は暴露2お よび3日 目に2倍 に増 加 し
た。末 梢 の肺胞 細胞 は暴 露2日 目には変化 せず、3日 目に約4倍 に増 加 し、暴
露 時間 の延 長 とと もに標 識 部位が 末梢 に及ぶ こ とが 示 され た。 また、 標識 部位
は傷害 部位 お よ びP-450陽性 部位 とほぼ一致 す る ことが明 か とな った。V.Adef
ラ ッ トの標 識部 位 はV.Asufラ ッ トと変わ りないが、 標 識率 は いず れの 部位
で もV.Asufラッ トに比 べて 低か った。この ことは、03を 暴 露 され たV。Adef
ラ ッ トの肺 細胞 の分 裂活 性 はV.Asufラッ トに比 べて低 い ことを示 して い る。
V.Adefラッ トで は03暴 露 によ る初期 傷害 が強 く、修復 の遅 延 あ るい は不全
が 起 こ る こ とが 示 唆 され た。 ま た 、 チ ミジ ンに よ る標 識 部 位 はP-450陽性
細胞 の増 加 す る部位 とほぼ一 致 し、陽性細 胞 の増加 あ るいは 出現 に細胞 の分 裂
が関 与 す る ことが強 く示 唆 された。
第五章 総合的考察
O,暴露 によ って以下 の一 連 の変化 が認 あ られた(図6)。 形態 的 に は0.4ppm
O、暴露 ユ日目に細 気 管支上 皮の 傷害が 認 め られ、そ の傷害 は暴 露3日 目 まで に
修 復 され た。暴 露1日 目か ら3日 目にチ ミジ ン取 り込 み活 性 の増加 が 認 あ られ、
標識 率 は肺胞 道 部位 で著 し く高 く、 次に、細 気管 支 お よび末梢肺 胞 部 位 であ っ
た。 また、 肺胞 道周 囲 に マ クロ ファー ジが著 しく集積 し、 高率 にチ ミジ ンに よ
り標 識 され た。 マ クロフ ァー ジは細 胞 の損傷 部位 に集 積す る ことか ら、03によ
る傷 害部 位 は細 気管 支か ら肺胞 道 に いた る領域(bronchio-alveolarjunction)
で あ る と考 え られた。 暴 露14日目に は クララ細 胞 、 また肺胞 道部 位 の肺 胞上 皮
細 胞 の 肥 大 と増 性 像 が 認 め られ た。 さ ら に、 こ れ らの 細 胞 がP畷50陽 性 で
あ る こ と が 明 らか に な っ た 。 した が っ て 、03暴 露 に よ る クラ ラ細胞 の 肥
大 と増 加 お よ び肺 胞 道 部 の 肺 胞 上 皮 で の 陽 性 細 胞 の 出現 が 、P-450増加 の
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原因 と考えられた。また、O、は強力な酸化剤であるので、O、暴露により生 じ
た酸化物を除去 し、0、に対する抵抗性を獲得するためP-450が増加 した とも推
測される。
O、暴露による肺のP-450の増加 は異物代謝活性の上昇を ともな った。P-450と
肺異物代謝活性の増加 は一過性の変化ではな く、暴露を続ける限 り認め られた。
また、その増加は0.05pp田03の9か月間暴露 とい う比較的穏やかな暴露条件下




認め ら巾 た。 また、その傷害の修復の遅延あるいは不全がチ ミジン取 り込み実
験よ り示唆された。 したが って、V.A欠乏 ラッ トは03暴露に対す る抵抗性が
弱まっていると考え られ る。
今後、大気汚染物質の生体影響を評価す るに際 し、個体側の栄養条件、また、



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































・線 毛 脱 落
・apicalcapの滴 失
・マ ク ロ フ ァー ジの
集 温{
・31トチ ミジ ン取 り
込 み活 性 の上 昇
・結 合 親 織 の肥 厚
・ク ラ ラ鰍胞 お よび
肺 胞 上 皮糊 胞 の
肥 大 と増殖
・P-450陽 セk知1胞







込 み上 昇 串 の 低下
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審 査 結 果 の 要 旨
オゾンは光化学 オキシダ ン トの主成分で あ り,大 気汚染物質 の中で最 も健康への影響が懸念 さ
れ るものの一 つであ る。
本研究は,オ ゾン暴露 が他 の大気汚染物質の影響を修飾する可能性,お よびオゾンに対す る抵
抗性を低め る個体側 の因子を明らか にす る ことを 目的 として,正 常 あるいはビタ ミンA欠 乏 ラ ッ
トに及ぼすオ ゾン暴露 の影響,と くに異物代謝系に及ぼす影響 とその機構 に関 して検討を行 った
もので ある。
本論文は4章 か ら成 り,各 章 で以下 の点を明 らかに してい る。
1.ラ ヅ ト肺 のチ トクロムP-450(以下P-450と略 す)は オ ゾ ン暴 露に よって増加 し,P-
450の増加は異物代謝活性 の増 加を もた らした。そ の反応様式の検討か ら,ラ ッ ト肺 に は基 質
特異性 の異 な る複数 のP-450イソ酵素 が存在す るこ とが示唆 された。
2,ラ ット肺 には,少 な くとも2種 類 の主要P-450イソ酵素が常在 し,そ の1つ はP-450bで
あることが明 らか になった。 さらに オゾン暴露に よってP-450bの増 加が認め られ た。
3.オ ゾン暴露 に よって,細 気管 と肺胞道の上皮細胞 の肥 大 と増加 が認 められた。 また,抗P-
450bを用いた免疫学的手法に よ り,P-450b陽性細胞 は,細 気管支上皮細胞の クララ細胞 で
あることが明 らか となった。 オゾソ暴露に よって クララ細胞 の肥大 と増加 が起 き,さ らに肺胞
道にP-450b陽性細 胞が出現 した。 したが って,こ れ らの変 化がオ ゾン暴露 に よるP-450の
増加 を もた らした と考 えられた。
4.ビ タ ミンA欠 乏 ラッ トは,オ ゾン暴露初期の傷害が正常食 ラ ッ トと比較 して強 く現れ,傷 害
の修復 能力 も低下 していることが示 された。 したがってVA欠 乏 ラ ヅ トはオ ゾンに対す る抵 抗
性が減少 している と考 えられた。
以上の よ うに,:本論文 は光化学オキ シダ ン トの作用機作 の解 明と,そ れを防御す るための栄養
条件を知 る上 で一つ の手がか りを与えた もの といえる。 よって著者に農学博 士の学位 を授与す る
に値す ると判定 した。
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